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Določanje kalcija v prehranskih dopolnilih 
Povzetek: Kalcij je nepogrešljiv makroelement v našem telesu. Kostem in zobem 
zagotavlja trdnost, hkrati je ključni element za delovanje mišic, celično signalizacijo in 
sekrecijo hormonov. Pomanjkanje kalcija in posledice, ki s tem pridejo, preprečimo z 
uživanjem kalcijevih prehranskih dopolnil. Vsebnost kalcija v prehranskih dopolnilih 
lahko določamo z uporabo klasičnih ali instrumentalnih analiznih metod. Za metodo se 
odločimo na podlagi lastnosti vzorca ter zahtev analize. V delu sem vključila pregled 
lastnosti AAS, Ca-ISE, volumetrije (kompleksometrično določanje) in gravimetrije. 
Primerjala sem področja uporabe posamezne metode, analite, natančnost, občutljivost, 
selektivnost, destruktivnost, hitrost, cene ter inovativnost. Pregledala sem načine priprave 
vzorcev za metode in jih med seboj primerjala.  
Ključne besede: kalcij, prehranska dopolnila, analizne metode, primerjava 
 
 
 
Determination of calcium in food supplements 
Abstract:  
Calcium is an indispensable macronutrient in our body. It ensures the strength of bones 
and teeth and is also a key element for muscle function, cellular signalling and hormone 
release. Taking calcium supplements prevents calcium deficiency and its consequences.  
The calcium content in food supplements can be determined using classical or 
instrumental analytical methods. The choice of method depends on the properties of the 
sample and the requirements of the analysis. In this thesis I have included an overview of 
the properties of AAS, Ca-ISE, volumetry - complexometric titration and gravimetry.  I 
did a comparison of the scope of the method, the analytes, accuracy, sensitivity, 
selectivity, destructiveness, speed, price and innovation. I reviewed sample preparations 
for each method and compared them.  
Keywords:  calcium, food supplements, analytical methods, comparison
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1 Uvod  
1.1 Kalcij  
 
Kalcij je element druge skupine periodnega sistema. Spada med kovine, njegova relativna 
atomska masa znaša 40,08, njegovo vrstno število je 20. Je peti najpogostejši element v 
zemeljski skorji, z gostoto 1,55 g/cm3, tališčem pri 842° C in vreliščem pri 1484° C. 
Nahaja se v kamninah, zemlji, organizmih in vodah. V litru morske vode je 0,4 g Ca2+, ki 
prispevajo k trdoti vode. Kalcij je vezan v mineralih, kot so kalcit (CaCO3), dolomit 
(CaCO3 ∙ MgCO3), anhidrit (CaSO4), sadra (CaSO4 ∙ 2H2O), fluorit ali jedavec (CaF2), 
anortit ali kalcijev glinenec (CaAl2Si2O8) in apatiti[1].  
Kalcij je eden izmed pomembnejših makroelementov v človekovem telesu. Čez 99 % 
kalcija v telesu najdemo v obliki kalcijevega hidroksiapatita s formulo Ca10[PO4]6[OH]2, 
ki kostem in zobem zagotavlja trdnost. V cirkulacijskem sistemu, zunajcelični tekočini in 
mišicah je ključen za kontrakcijo žil in vazodilatacijo, delovanje mišic, prevajanje živčnih 
signalov, celično signalizacijo in sekrecijo hormonov[2]. 
Metabolizem kalcija v večji meri regulira paratiroidni hormon z endokrinim sistemom 
vitamina D, z značilnim delovanjem negativne povratne zanke. Hitro sproščanje minerala 
iz kosti je ključnega pomena za vzdrževanje ustreznih koncentracij Ca2+ v serumu. 
Pomanjkanje vitamina D vodi k zmanjšani absorpciji kalcija v kosti. Ko receptor za 
zaznavanje kalcija v obščitnični žlezi zazna spremembe, se prične povečano izločanje 
paratiroidnega hormona. Povečana koncentracija hormona aktivira encim 1α-hidroksilaza 
v ledvicah, ki vitamin D pretvori v njegovo hormonsko obliko kalcitrol. Kalcitrol vpliva 
na povečano absorpcijo kalcija iz črevesja. Vitamin D skupaj s paratiroidnim hormonom 
regulira koncentracijo kalcija v krvi, kjer je kalcij v ionski obliki Ca2+, pritrjen na protein 
ali vezan na fosfor in citrat[2].  
S kalcijem najbogatejša živila so mleko, jogurt in sir. Zaužijemo ga tudi z zelenjavo, 
žitaricami, stročnicami, sadjem, mesom, ribami in jajcem[2]. Absorbira se v prisotnosti 
vitamina D, fosforja in magnezija. Kalcij se med presnovo ne absorbira v celoti, absorbira 
se ga med 20 in 25 % zaužitega. Do pomanjkanja kalcija pride zaradi slabe absorpcije ali 
nezadostnega vnosa minerala s hrano v telo. V takem primeru se resorbira iz kosti. 
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Kronično pomanjkanje kalcija je eden izmed vzrokov za zmanjšanje kostne gostote, ki 
predstavlja veliko tveganje za nastanek osteoporoze in pogoste kostne frakcije[3].  
Za ustrezno preskrbo z mineralom, ki ima pomembno vlogo v našem telesu, bi ga bilo 
dnevno potrebno v telo vnesti 800 mg. Skupina ljudi, ki ima povečane potrebe po kalciju 
in s prehrano ne doseže priporočenega dnevnega vnosa (PDV), so športniki, nosečnice, 
ženske v menopavzi, ljudje, ki opravljajo fizično naporno delo, in bolniki. V takih 
primerih prehranska dopolnila pomagajo ne le pri preprečevanju posledic pomanjkanja, 
ampak tudi pri dopolnitvi prehrane z namenom izboljšanja zdravja uporabnikov[3]. 
Tabela 1: Priporočila direktive EU za PDV kalcija po starostnih skupinah[4] 
Starost [leta] Kalcij [mg] 
Otroci 
1–3 600 
4–6 750 
7–9 900 
10–12 1100 
13–14 1200 
Mladostniki 
15–18 1200 
Odrasli 
19–65 1000 
Nosečnice 1000 
Doječe matere 1000 
Starejši 
> 65 1000 
 
Najpogostejši obliki kalcija v prehranskih dopolnilih sta kalcijev karbonat in kalcijev 
citrat. Kalcijev karbonat pri presnovi enega odmerka zagotavlja 40 % elementarnega 
kalcija, medtem ko s kalcijevim citratom zaužijemo 21 % razpoložljivega kalcija. PDV 
hitreje dosežemo z jemanjem prehranskih dopolnil, kjer imamo kalcij v obliki CaCO3. Ta 
nam sicer v primerjavi s kalcijevim citratom povzroča več neželenih učinkov prebavil, ki 
se kažejo kot zaprtje in napihnjenost. Kalcijev citrat je pri absorpciji manj odvisen od 
želodčne kisline in ga lahko jemljemo neodvisno od hrane[2].  
Kalcij lahko v prehranskih dopolnilih določamo z uporabo klasičnih ali instrumentalnih 
metod. Med klasičnimi poznamo gravimetrijo in volumetrijo, to je kompleksometrično 
določanje. Med instrumentalne metode spadajo AAS, AES, Ca-ISE, ICP/MS, IC, 
ET/AAS in nekatere druge[5][6][7]. 
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1.2 Prehranska dopolnila 
 
Definicija prehranskih dopolnil v Pravilniku o prehranskih dopolnilih navaja naslednje: 
»Prehranska dopolnila so živila, katerih namen je dopolnjevati običajno prehrano. So 
koncentrirani viri posameznih ali kombiniranih hranil ali drugih snovi s hranilnim ali 
fiziološkim učinkom, ki se dajejo v promet v obliki kapsul, pastil, tablet in v drugih 
podobnih oblikah, v vrečkah s praškom, v ampulah s tekočino, v kapalnih stekleničkah in 
drugih podobnih oblikah s tekočino in praškom, ki so oblikovane tako, da se jih lahko 
uživa v odmerjenih majhnih količinskih enotah«[8]. 
Označba prehranskega dopolnila mora vsebovati imena vrste vitaminov in mineralov ali 
snovi, podatek o naravi hranil ali snovi, značilnih za prehransko dopolnilo, PDV oz. 
odmerek prehranskega dopolnila ter opozorila (npr. da se priporočene dnevne količine 
oziroma odmerka ne sme prekoračiti, da je treba shranjevati nedosegljivo otrokom) in 
navedbo »Prehransko dopolnilo ni nadomestilo za uravnoteženo in raznovrstno 
prehrano.«[8].  
Proizvajalec mora uporabniku zagotoviti varno uporabo prehranskega dopolnila s 
sestavo, biti mora primerno označeno in tudi predstavljeno. Neustrezna označba bi lahko 
predstavljala tveganje za uporabnika v primerih, ko na prehranskem dopolnilu ne bi bili 
v celoti navedeni sestavine proizvoda, rok trajanja, ki je določen s predpisi, in opozorila. 
Poleg tega označba navaja druga opozorila za potrošnika, npr. skupine, ki bi se izdelka 
morale izogibati[9].  
Prehransko dopolnilo mora biti mikrobiološko ustrezno, onesnaževala (nenamerno 
dodana snov hrani, posledica proizvodnje) pod predpisanimi mejnimi vrednostmi, 
nedovoljena nova živila in nedovoljeni aditivi ravno tako ne smejo presegati mejnih 
vrednosti[9].  
Proizvajalec ali uvoznik mora, kadar daje prehransko dopolnilo prvič v promet v 
Republiki Sloveniji, seznaniti ministrstvo, pristojno za zdravje, in priložiti embalažo, v 
kateri bo prehransko dopolnilo prišlo na trg. Proizvajalec mora imeti pripravljeno dodatno 
strokovno dokumentacijo, da v primeru, ko to od njega ministrstvo zahteva, lahko dokaže 
relevantnost. V kolikor za prehransko dopolnilo, ki ga daje v promet, uporablja 
zdravstvene trditve, je potrebno za spremljanje izdelkov o tem obvestiti Ministrstvo za 
kmetijstvo in okolje in mu poslati vzorec označbe [9]. 
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2 Namen dela  
Prehransko dopolnilo mora s svojo sestavo zagotavljati varno uporabo vsem 
uporabnikom. Ustreznost se preverja z uveljavljenimi laboratorijskimi metodami. Pri 
določanju sestave prehranskih dopolnil se uporabljajo metode preskušanja, ki so ustrezne 
za vrsto analita. To so uveljavljene metode preskušanja in metode, zbrane v zbirkah 
metod/strokovni literaturi, ki ustrezajo standardom kakovosti za laboratorijske preskusne 
metode.  
Namen mojega diplomskega dela je pregled metod, s katerimi določamo kalcij v 
prehranskih dopolnilih. Metode, s katerimi lahko določamo kalcij v prehranskih 
dopolnilih, so gravimetrija, volumetrija – kompleksometrično določanje, atomska 
absorpcijska spektroskopija (AAS), atomska emisijska spektroskopija (AES), kalcijeva 
ionoselektivna elektroda (Ca-ISE), induktivno skopljena plazma z masno spektrometrijo 
(ICP/MS), ionska kromatografija (IC), elektrotermična atomska absorpcijska 
spektroskopija (ET/AAS) in nekatere druge. V diplomskem delu sem se odločila za 
pregled lastnosti AAS, kompleksometrične titracije, določanja z ISE in gravimetrije. Za 
vsako metodo sledi pregled postopka analize kalcija v prehranskih dopolnilih in način 
priprave vzorca, ki ga zahteva posamezna metoda. 
Sledi primerjava zgoraj navedenih metod, v kateri so zajeti področje uporabe ter analiti, 
ki jih določamo, natančnost, občutljivost, selektivnost, destruktivnost, hitrost, cena ter 
inovativnost. Primerjala bom načine priprave vzorca pri teh štirih metodah in pri tem 
definirala obliko kalcijevega prehranskega dopolnila, kaj so skupne značilnosti ter razlike 
pri postopku priprave vzorca.  
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3 Pregled metod in načinov priprave vzorcev za določanje 
kalcija v prehranskih dopolnilih  
3.1 Gravimetrija 
 
Gravimetrija je kvantitativna analizna metoda, pri kateri je merjena fizikalna količina 
masa. Gravimetrično določamo glavne komponente v vzorcih. Metodo uporabljamo za 
kvantitativno določitev produktov s prevladujočim ionskim značajem, ki nastanejo pri 
reakciji. Pri reakcijah težimo k nastanku oborine, ki jo od raztopine lahko ločimo z 
uporabo hitre filtracije. Za gravimetrično določitev je obarjalna reakcija uporabna v 
primerih, ko je med reaktanti in produkti stehiometrijsko razmerje točno določeno in 
sestava oborine konstanta in znana[10][11]. 
Z gravimetrijo kot absolutno analizno metodo lahko zelo natančno določamo snovi v 
koncentracijah od 10-1 do 10-2 mol/L. Napake, ki se pojavijo pri delu, so sistematične in 
naključne. Nanašajo se na nestehiometrijsko obarjanje, soobarjanje, absorpcijo, nečiste 
reagente, izgubo oborine, pogoje pri filtraciji ter neprimerno izbiro filtrirnega papirja, 
napake pri sušenju in tehtanju oborine. Gravimetrija je starejša analizna metoda, ki jo 
uporabljamo pri dnevnem delu zaradi enostavnosti in visoke natančnosti, 0,1 %. 
Gravimetrije ne uporabljamo  v primerih, ko imamo malo vzorca. Na stopnjo selektivnosti 
vplivamo z izbiro obarjalnega reagenta. Pomanjkljivost gravimetrije je destruktivnost, 
hkrati analize zahtevajo veliko analitikovega časa. Posledica tega je nižje število 
analiziranih vzorcev na določeno časovno enoto. Postopek gravimetrične analize 
vključuje vse od obarjanja, filtracije, sušenja in tehtanja in je zaradi tega neprimerna za 
avtomatizacijo metode. Iz cenovnega vidika gravimetrija ostaja cenovno ugodna 
metoda[12][13][10]. 
Gravimetrija je uporabna metoda za industrijsko okolje, okoljske raziskave, kalibracijo 
instrumentov ter elementno analizo anorganskih spojin[14]. 
Pri obarjalnih reakcijah se izloči oborina, sestavljena iz kristalizacijskih jeder. Izoblikuje 
se ob presežku njenega topnostnega produkta v raztopini. Kristalizacija je posledica 
prenasičenja, ko je v raztopini raztopljene več snovi, kot je teoretično mogoče. Proces 
vključuje naključno združevanje molekul in ionskih zvrsti v agregate. V primeru, ko 
kristalizacija ne poteče spontano, v raztopino dodamo drobne osnovne kristale. Vnos 
kristalov, ki pripomorejo pri kristalizaciji, imenujemo cepljenje kristalov. Proces 
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kristalizacije pospešimo z drgnjenjem steklene palčke ob steno steklene posode, 
intenzivnim mešanjem raztopine ali z uporabo ultrazvočnega valovanja. Nastanek in rast 
kristalov je odvisna od koncentracije reagentov, temperature, difuzijskega efekta, 
prisotnost drugih ionov in nečistoč[10].  
Pri gravimetrični analizi je pred začetkom postopka analize pomembna predpriprava 
filtrirnih lončkov. Nadaljnja predpriprava zajemna čiščenje, sušenje, žarjenje in 
predhodno tehtanje lončkov. Samo gravimetrično analizo lahko razdelimo po naslednjih 
stopnjah: 
1. Tehtanje/pipetiranje vzorca 
2. Raztapljanje/redčenje vzorca 
3. Obarjanje  
4. Ločitev raztopine od oborine 
5. Sušenje/žarjenje oborine 
6. Tehtanje ohlajenega lončka z oborino 
7. Izračun rezultata analize[11] 
Pri filtriranju oborine uporabimo različne filtrirne lončke in filtrirne papirje, ki jih 
vstavimo v lije. Za filtriranje skozi lončke potrebujemo podtlak, ki ga ustvarimo z vodno 
črpalko, filtriranje skozi filtrirne papirje poteče pod vplivom težnosti. Filtrirna sredstva 
razlikujemo glede na velikost por, izbiro filtrirnega sredstva prilagodimo gostoti oborine. 
Med filtrirnimi lončki razlikujemo steklene, porcelanaste ter lončke po Goochu. 
Filtriranje oborine skozi lonček izvedemo z vodno črpalko. Lonček namestimo na 
presesalno bučo, ki jo nato povežemo z vodno črpalko. Med presesalno bučo in vodno 
črpalko namestimo zaščitno past, s katero preprečimo nenaden vdor vode iz črpalke ob 
zmanjšani intenzivnosti odsesavanja[11]. 
Pri filtriranju z vodno črpalko ob intenzivnem odsesavanju zraka ob palčki najprej 
odlijemo skozi filtrirno sredstvo bistro raztopino, ki ne bo zamašila por filtrirnega papirja 
in s tem upočasnila procesa filtriranja. Sledi zmanjšanje intenzivnosti odsesavanja in 
prenos oborine ob palčki na filtrirni papir. Ko se ustvari tanek del oborine, povečamo 
intenzivnost odsesavanja in s palčko prenesemo preostali del oborine ter jo spiramo, če je 
predpisano[11]. 
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Eden pomembnejših postopkov v gravimetriji je sušenje oz. žarjenje oborin. Sušenje 
poteka v sušilniku pri predpisani temperaturi in postopku. V sušilniku lahko dosežemo 
temperature do 300° C, sušenje pogosto izvajamo pri temperaturi 110° C. Žarjenje poteka 
v žarilni peči, kjer temperature segajo tudi do 1200° C[11].  
Po sušenju ali žarjenju oborino shranimo v eksikatorju s sušilnim sredstvom. Pred 
vnosom vroče oborine v eksikator počakamo, da se malenkost ohladi, s čimer preprečimo 
segretje zraka v eksikatorju ter nastanek podtlaka. Sušilno sredstvo v eksikatorju, 
silikagel, regeneriramo s sušenjem pri 150° C[11].   
Gravimetrično določanje kalcija v prehranskih dopolnilih temelji na obarjanju z 
amonijevim oksalatom po naslednji reakciji:  
𝐶𝑎2+ + 𝐶2𝑂4
2− + 𝐻2𝑂 → 𝐶𝑎𝐶2𝑂4 ∙ 𝐻2𝑂 (𝑠) 
Pri obarjanju v hladnem poleg bolj stabilnega monohidrata nastajata tudi dihidrat in 
trihidrat, ki se sčasoma pretvorita v stabilnejšo obliko. Monohidrat lahko neposredno 
dosežemo pri obarjanju v vročem[11]. 
Optimalen postopek za obarjanje kalcija z oksalatom začnemo z dodatkom amonijevega 
oksalata v vročo kislo raztopino, ki ji nato zvišamo pH z dodatkom raztopine amonijaka. 
Suspenzijo pustimo stati eno uro, v tem času se izloči oborina z delci, ki jih filtrirni papir 
lahko zadrži[11]. 
3.1.1 Določanje kalcija z gravimetrijo 
Gravimetrično analizo kalcija v prehranskem dopolnilu začnemo z dodatkom obarjalnega 
reagenta v pripravljeno raztopino vzorca. Med mešanjem s puhalko dodajamo NH3 do 
spremembe obarvanosti iz rožnate v rumenkasto. Medtem ko se oborina izloča, stehtamo 
filtrirni lonček, ki je bil očiščen in posušen. Po predpisanem času preverimo obarjanje 
kalcija z dodatkom nekaj kapljic obarjalnega reagenta v raztopino ter opazujemo pojav 
motnosti. S filtriranjem nadaljujemo, v kolikor se motnost ne pojavi. Filtrirni lonček s 
filtrirnim papirjem namestimo na presesalno bučo, ki jo spojimo z vodno črpalko. 
Opremo črpalko in pri intenzivnem odsesavanju oddekantiramo bistri del. Ko je bistri del 
oddekantiran, zmanjšamo intenzivnost črpalke in začnemo s prenašanjem oborine. 
Intenzivnost odsesavanja povečamo, ko se na filtrirnem papirju oblikuje tanek film, da 
pospešimo proces. Ko prenesemo vso oborino, lonček do vrha napolnimo s spiralno 
raztopino, ki je ohlajena raztopina amonijevega oksalata, ter odsesamo. Postopek 
ponovimo petkrat. Po spiranju lonček postavimo v sušilno peč in sušimo. Preden lonček 
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postavimo v eksikator, počakamo, da se ohladi. Lonček vzamemo iz eksikatorja in ga 
ponovno stehtamo[11].  
3.1.2 Način priprave vzorca 
Šumečo tableto – oblika kalcija v tableti ni znana – stehtamo v suhi tehtalni posodi s 
silikagelom, ker je tableta higroskopna. Prenesemo jo v čašo s palčko, dodamo prečiščeno 
vodo in HCl ter pokrijemo z urnim steklom. Čašo postavimo na električni grelnik in 
odstavimo, ko raztopina zavre. S prečiščeno vodo speremo spodnjo stran urnega stekla in 
stene čaše. Pri spiranju se s puhalko ničesar ne dotikamo, da preprečimo potencialno 
kontaminacijo. V čašo dodamo prečiščeno vodo, indikator metil rdeče, preverimo suhost 
zunanjih sten ter ponovno postavimo na grelnik. Vzorec za gravimetrično analizo je 
pripravljen, ko raztopina ponovno zavre[11]. 
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3.2 Volumetrija – kompleksometrično določanje 
 
Kompleksometrična titracija je metoda za kvantitativno določanje širokega spektra 
analitov, natančneje kovinskih ionov. Zaradi visoke natančnosti, 0,1–1 %, in razvitega 
postopka se kot rutinska metoda uporablja na področju okoljskega monitoringa, 
farmacije, analizne biokemije ter klinične analize. Metoda je pogosto v uporabi zaradi 
hitrosti, enostavnosti analitičnega postopka in nizkih stroškov. Meritve izvajamo v 
območju med 10-1 in 10-4 mol/L. V primerjavi s kvantitativnimi instrumentalnimi 
metodami, katerih meritve so odvisne od odčitavanja rezultatov, npr. AAS, je 
kompleksometrična titracija preprostejša in natančnejša metoda. Sicer pa sta tako AAS 
kot tudi kompleksometrična titracija destruktivni metodi. 
Danes je metodo mogoče enostavno avtomatizirati in hkrati dostopnost standardiziranih 
reagentov končnemu uporabniku predstavlja dodatno prednost[12][15].  
Kompleksometrične titracije so titracije, kjer poteče reakcija med analitom, največkrat je 
to kovinski kation, in ustreznim ligandom. Pri tem se tvori koordinacijska spojina, katere 
stabilnost se povečuje s številom aktivnih koordinacijskih mest. Poznamo ligande z 
različnim številom aktivnih mest: 
- dve (npr. oksalatni ion) 
- tri (npr. dietilentriamin) 
- štiri (npr. anion nitrilocetne kisline) 
- šest (npr. etilendiamintetraocetna kislina (EDTA)) 
Pri kompleksometričnih titracijah je EDTA reagent, ki se najpogosteje uporablja. 
Natančneje, uporabljamo njeno dinatrijevo sol, ki s kovinskim kationom tvori 
koordinacijsko spojino v razmerju 1 : 1. Razmerje EDTA in kovinskega kationa je vedno 
1 : 1, ne glede na valenco kationa[16][12].  
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EDTA disociira v štirih stopnjah, je šibka tetrapotična kislina: 
 
𝐻4𝑌 ↔ 𝐻
+ + 𝐻3𝑌
− 𝐾𝑎1 = 1.0 × 10
−2 
𝐻3𝑌
− ↔ 𝐻+ + 𝐻2𝑌
2− 𝐾𝑎2 = 2.2 × 10
−3 
𝐻2𝑌
2− ↔ 𝐻+ + 𝐻𝑌3− 𝐾𝑎3 = 6.9 × 10
−7 
𝐻𝑌3− ↔ 𝐻+ + 𝑌+ 𝐾𝑎4 = 5.5 × 10
−11 
[12] 
Štiriprotonska kislina ima šest aktivnih mest, 4 prispevajo acetatne funkcionalne skupine 
in 2 dušikova atoma s prostim elektronskim parom. EDTA s kovinskim kationom tvori 
koordinacijsko spojino z vezavo v stabilno oktaedrično obliko. Centralni atom oktaedra 
predstavlja kation[16][10].  
 
Slika 3.1: Strukturna formula EDTA s šestimi aktivnimi mesti[17] 
Indikatorji so organske spojine, ki jih uporabljamo pri titracijah z EDTA. Rezultat 
reakcije indikatorja s kovinskim ionom je intenzivno obarvana koordinacijska spojina, ki 
je v primerjavi s koordinacijsko spojino kovine z EDTA slabše obstojna. Slabša 
obstojnost koordinacijske spojine kovinskega iona z indikatorjem zagotavlja viden barvni 
preskok. Pred ekvivalentno točko je raztopina obarvana značilno za koordinacijsko 
spojino kovinskega iona z indikatorjem. Po dodatku standardne raztopine se sprošča 
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indikator. Barvo prostega indikatorja dobimo po ekvivalentni točki, ko se kovinski ioni 
vežejo na EDTA[10][12]. 
Vodne raztopine indikatorjev so slabo obstojne, zato jih hranimo v trdni obliki, v zmesi z 
NaCl. Barvni odtenki indikatorjev so odvisni od pH-območja, v katerem izvajamo 
titracijo, in intenziteta obarvanosti od količine indikatorja, ki ga dodamo raztopini. Barvni 
preskoki so razločneje vidni ob manjši količini dodanega indikatorja. Pogosto 
uporabljamo indikatorje ftalein, eriokrom črno T in mureksid. Erioktrom črno T 
uporabljamo za neposredno določanje Cd2+, Hg2+, Mg2+, Pb2+ in Zn2+, ob tvorbi 
koordinacijskih spojin raztopino obarvajo rdeče. Z mureksidom v alkalnem mediju 
določamo Co2+, Cu2+ in Ni2+ in dosežemo rumeno obarvanost, pri določanju Ca2+ z istim 
indikatorjem dosežemo rožnato rdeče obarvanje[10]. 
Titracije z EDTA so lahko direktne, povratne, izmenjalne in posredne. Glede na to, da 
EDTA ni selektiven reagent, na selektivnost vplivamo z izbiro indikatorja in z 
uravnavanjem pH-vrednosti raztopine. Preskok, ki ga dosežemo pri titraciji, je odvisen 
od pH raztopine. Jasnejši preskok v ekvivalentni točki titracije dosežemo pri višji pH-
vrednosti. Preskok v ekvivalentni točki je ravno tako odvisen od stabilnosti 
koordinacijske spojine, ki se tvori pri titraciji. Večina koordinacijskih spojin je bolj 
stabilnih v alkalnem mediju[10][12]. 
3.2.1 Postopek določanja kalcija s kompleksometrično titracijo 
Pred titracijo, ki jo uporabimo za izvedbo določitve kalcija v prehranskih dopolnilih, 
pripravimo standardno raztopino EDTA. Postopek začnemo s sušenjem EDTA do 
konstantne mase in jo nato ohladimo v eksikatorju. Nato stehtamo količino EDTA, ki jo 
potrebujemo za pripravo raztopine. EDTA raztopimo v destilirani vodi ter pripravljeno 
raztopino standardiziramo z uporabo standardne raztopine Ca2+-ionov[10]. 
Postopek za določitev kalcija v prehranskem dopolnilu s kompleksometrično titracijo 
pričnemo s pipetiranjem alikvota pripravljene raztopine vzorca. Odmerjen volumen 
alikvota prenesemo v erlenmajerico, do oznake dopolnimo z destilirano vodo in previdno 
premešamo. Preverimo vrednost pH in ga po potrebi uravnamo. Raztopini v erlenmajerici 
dodamo indikator mureksid ter pričnemo s titracijo. Za titrirni reagent uporabimo 
predhodno standardizirano raztopino EDTA. Ker so tako Ca2+ kot tudi koordinacijska 
spojina Ca2+ z EDTA brezbarvni, je dodatek indikatorja, s katerim spremljamo 
spremembo barve, nujen. Analizo ponovimo trikrat. Končno točko titracije ugotavljamo 
na podlagi barve raztopine. Koordinacijska spojina kalcija z mureksidom daje raztopini 
rožnato rdečo barvo, prosti mureksid, pri višji vrednosti pH pa modrovijoličasto barvo. 
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Prosti kalcij v raztopini se med titracijo porablja, z EDTA se veže v koordinacijsko 
spojino. Ob celotni porabi prostega kalcija dosežemo prvi presežek EDTA, s katerim se 
kalcij, ki je vezan z mureksidom, sprosti in veže z EDTA. V raztopini ostane prosti 
mureksid, ki raztopino v končni točki titracije obarva modrovijoličasto[11][18][19].  
3.2.2 Način priprave vzorca 
Prehransko dopolnilo v obliki tablet, kjer je kalcij v obliki CaCO3, stremo v terilnici, 
prenesemo v sušilnik in nato v eksikator. Ko je ohlajeno, natehtamo, kolikor ga 
potrebujemo za pripravo raztopine vzorca, ki jo nato titriramo z EDTA. Natehtan vzorec 
prenesemo v čisto čašo. Dodamo destilirano vodo in previdno vlijemo koncentrirano HCl. 
Čašo pokrijemo z urnim steklom, da preprečimo razlitje vzorca iz čaše zaradi reakcije, ki 
poteče med CaCO3 in kislino. HCl dodamo z namenom, da se raztopi ves CaCO3, in v 
kolikor se vzorec ob prvem dodatku ni v celoti raztopil, ponovimo dodatek kisline. Ko je 
vzorec v celoti raztopljen, ga segrevamo, pri tem je čaša še vedno pokrita z urnim steklom. 
Po segrevanju raztopino prenesemo v bučko ter do oznake dopolnimo z destilirano 
vodo[19].  
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3.3 Ionoselektivna elektroda 
 
Potenciometrija je pogosto uporabljena kvantitativna metoda v elektrokemiji. Na osnovi 
merjenja napetosti galvanskega člena indikatorske, referenčne in vzorčne raztopine 
določamo neznano koncentracijo analita. Zvezo koncentracije oz. aktivnosti analita in 
izmerjen potencial galvanskega člena, ki je posledica površinske elektrokemijske 
reakcije, opiše Nernstova enačba: 
 𝐸 = 𝐸° +
𝑅𝑇
𝑧𝐹
𝑙𝑛
𝑎𝑟𝑒𝑑
𝑎𝑜𝑘𝑠
,        (1) 
kjer je 𝐸 elektrodni potencial, 𝐸° standardni elektrodni potencial, R plinska konstanta, ki 
znaša 8,314 J/mol K, T temperatura, z število elektronov, F Faradeyeva konstanta, ki 
znaša 96486 As/mol, 𝑎𝑟𝑒𝑑 in 𝑎𝑜𝑘𝑠 aktivnost reducirane oziroma oksidirane zvrsti 
analita[20]. 
V primeru ISE, kjer se elektroda odziva samo na kalcijeve ione, sledi enačba:  
𝐸 = 𝐸° +
𝑅𝑇
𝑧𝐹
𝑙𝑛𝑎𝐶𝑎,                   (2) 
kjer je  𝐸 elektrodni potencial, 𝐸° standardni elektrodni potencial, R plinska konstanta, ki 
znaša 8,314 J/mol K, T temperatura, z število elektronov, F Faradeyeva konstanta, ki 
znaša 96486 As/mol, ter 𝑎𝐶𝑎 aktivnost kalcija
[21].  
Referenčna elektroda sestoji iz elektrolita, ki ima znano sestavo in v katerega je 
potopljena kovina. Stik s preiskovano raztopino je omogočen skozi frito. Potencial 
referenčne elektrode mora biti znan in med merjenjem konstanten. Standardna vodikova 
elektroda, ki je osnovna referenčna elektroda, ima dogovorjen potencial 0,000 V ob 
standardnih pogojih, ki jih je eksperimentalno težko doseči. V praksi najpogosteje 
uporabimo srebro-srebrokloridno elektrodo in nasičeno kalomelsko elektrodo[20]. 
Referenčne elektrode so univerzalne in za razliko od indikatorskih niso vezane na tehniko 
in analit. Z indikatorskimi elektrodami želimo doseči hiter in ponovljiv odziv spremembe 
potenciala na spremembo aktivnosti merjenega analita.  Za idealno indikatorsko elektrodo 
sta značilni visoka selektivnost in odvisnost potenciala samo od aktivnosti analita. Ima 
značilno delovanje v skladu z Nernstovo enačbo, hiter, ponovljiv, reverzibilen in 
konstanten odziv v širokem koncentracijskem območju[20]. 
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Ločimo dva načina merjenja v potenciometriji, direktni način in dinamični, ki je titracija 
s potenciometrično indikacijo. Pri direktnem načinu določimo koncentracijo analita z 
uporabo Nernstove enačbe, pri titraciji s potenciometrično indikacijo glede na porabo 
reagenta ugotovimo množino analita[20]. 
Elektrode glede na naravo senzorja razdelimo na:  
- kovinske s senzorjem, ki je elektronski prevodnik 
- ionoselektivne oziroma membranske s senzorjem, ki je selektivna membrana[20]. 
ISE se pri analiznih metodah uporablja za določanje ionov v vodni raztopini z merjenjem 
elektrodnega potenciala. Analiza temelji na merjenju odvisnosti potenciala ISE od 
aktivnosti ionov v raztopini. Potencialna razlika se pojavi zaradi neprepustnosti 
membrane za določene delce ali selektivnosti izmenjave ionov. 
ISE glede na vrsto membrane: 
- trdne membranske elektrode 
- tekoče ionoselektivne elektrode 
- plinske elektrode 
- encim-substrat elektrode 
- mikroelektrode 
- kombinirane elektrode 
ISE ima v primerjavi z drugimi metodami veliko prednosti. Gre za metodo, katere 
uporaba je enostavna in sorazmerno poceni, pri analizi nastanejo majhni stroški. Pri 
analizi lahko izvedemo merjenje v širokem koncentracijskem območju reda velikosti od 
10-1 do 10-6. Za elektrode sta značilna visoka selektivnost in merjenje nizkih koncentracij. 
Visoko stopnjo selektivnosti omogoča membrana s svojo sestavo, ki prepušča samo 
specifičen ion. Za analizo potrebujemo majhno količino vzorca, gre za hitro analizo, s 
katero lahko določamo tako pozitivno kot tudi negativno nabite ione[12][20][22]. 
ISE je nedestruktivna metoda, pri analizi ne porabimo vzorca in ga hkrati ne 
kontaminiramo. Uporaba ISE ponuja zelo kratek odzivni čas, s čimer v nekaj sekundah 
pridemo do rezultata meritve, kar s pridom izkoriščajo v industrijski dejavnosti. Na 
 17 
 
meritev ne vpliva barva ali motnost vzorca. Na drugi strani pa na meritev lahko vplivajo 
interference ali pa jo zmotijo proteini ali organska topila. Elektroda se odziva na aktivnost 
nevezanega iona, zato je smiselna odsotnost ligandov. Natančnost metode je redko večja 
kot 1 %. ISE so na splošno zelo krhke ter imajo kratko življenjsko dobo.  
Na podlagi teh prednosti in z razvojem tehnologij ima ISE veliko področij uporabe, kjer 
je smiselno merjenje ionske aktivnosti. Uporablja se pri kontroli industrijskih procesov, 
klinični diagnostiki in okoljskem monitoringu[23][24][25].  
 
Slika 3.2: Shema potenciometričnih meritev[26] 
Z ISE lahko določamo tudi koncentracijo Ca2+ v prehranskih dopolnilih. Ca-ISE glede na 
vrsto membrane razvrščamo med tekoče ionoselektivne elektrode. S Ca-ISE določamo 
kalcij v vodni raztopini z nevtralnim pH, v koncentracijskem območju od 10-1-5 × 10-4 
M. Pri tem elektroda zazna kalcij, ki ni vezan v koordinacijsko spojino. Da bi dosegli 
meritev celokupne koncentracije Ca2+, dodamo ligande za dekompleksacijo kalcijevih 
koordinacijskih spojin (citrat, bikarbonat)[20][27]. 
Ca-ISE sestavlja membrana, ki je glavna komponenta elektrode, in ohišje z referenčno 
elektrodo. Membrano sestavlja notranja raztopina kalcijevega selektivnega ionskega 
izmenjevalca, ki jo obdaja polivinil klorid, impregniran z organsko snovjo. Ko membrana 
pride v stik z raztopino kalcija, poteče izmenjava ionov, vezanih na funkcionalne skupine 
izmenjevalca. Pri tem nastane elektrodni potencial, ki je odvisen od koncentracije 
kalcijevih ionov v raztopini. Izmerjen potencial pretvorimo v koncentracijo z Nernstovo 
enačbo[20]. 
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Slika 3.3: Shema Ca-ISE[20] 
Ca-ISE uporabljamo pri in vitro študijah, kjer merimo koncentracijo kalcijevih ionov v 
odvisnosti od časa. Tako se lahko uporablja v medicinske namene, pri titracijah z EDTA, 
določamo trdoto vode ali pa z njo določamo kalcij v prehranskih dopolnilih. Analiza s 
Ca-ISE je nedestruktivna, kar pomeni, da po analizi vzorec ostane nespremenjen[20][22].  
Direktna potenciometrija je pogosto uporabljena metoda, pri kateri z uporabo Ca-ISE 
pridobimo kvantitativne rezultate. Glavna prednost direktne potenciometrije je hitra 
analiza raztopin širokega območja koncentracij, s katero pridobimo natančne rezultate. 
Pri metodi potrebujemo standardne raztopine, ki jih pripravimo z razredčevanjem 
osnovnega standarda znane koncentracije. Izmerjene neznane potenciale razberemo 
direktno iz uporabljene naprave. S pridobljenimi potenciali in koncentracijami 
standardnih raztopin oblikujemo umeritveno krivuljo na semilogaritemskem papirju. 
Krivulja predstavlja odvisnost potenciala od logaritma koncentracije ionov, ki jih 
določamo. Z umeritveno krivuljo lahko s pomočjo izmerjenega potenciala določimo 
koncentracijo neznane raztopine[27]. 
Titracija s potenciometrično titracijo je kvantitativna analizna metoda za določanje 
koncentracije analita, kjer le-ta reagira s titrirnim reagentom. Ca-ISE uporabimo za 
določanje končne točke titracije. V primerjavi z direktno potenciometrijo so titracije 
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časovno dolgotrajnejše, rezultati pa veliko natančnejši in ponovljivi. Pri dinamičnem 
načinu merjenja na obliko titracijske krivulje absolutna vrednost potenciala ne vpliva. 
Končno točko predstavlja največji preskok na titracijski krivulji. Meritev izvedemo na 
način, da vzorcu dodajamo titrant z znano koncentracijo in merimo spremembo potenciala 
indikatorske elektrode, ki je funkcija dodatka reagenta. Po koncu titracije iz titracijske 
krivulje določimo končno točko, in sicer jo določimo grafično ali računsko s prvim in 
drugim odvodom iz spremembe potenciala elektrode[20][28]. 
3.3.1 Postopek določanja kalcija s Ca-ISE 
Kalcij v prehranskih dopolnilih pri tej metodi določamo z direktno potenciometrijo. 
Najprej pripravimo štiri standarde z različnimi koncentracijami. Pripravimo jih tako, da 
natehtano količino CaCO3 raztopimo v bučki in z deionizirano vodo dopolnimo do oznake 
ter previdno premešamo. Iz tako pripravljene osnovne raztopine nato v štiri bučke 
odpipetiramo ustrezne volumne, ki jih potrebujemo, da pripravimo standardne raztopine 
ustreznih koncentracij. V vsako dodamo enako količino KCl in z deionizirano vodo 
dopolnimo do oznake ter premešamo. Raztopine neznane koncentracije vzorca in 
pripravljene standardne raztopine prenesemo vsako v svojo čašo. Merjenje izvedemo s 
Ca-ISE, pri čemer najprej pomerimo standardno raztopino z najnižjo koncentracijo. 
Preden nadaljujemo z merjenjem standardne raztopine višje koncentracije, poskrbimo, da 
elektrodo ustrezno speremo z deionizirano vodo ter ostanke vode obrišemo do suhega z 
vpojnim papirjem. Med brisanjem pazimo, da ne poškodujemo elektrodne membrane. Po 
merjenju potenciala standardnih raztopin sledi še merjenje potenciala raztopine vzorca z 
neznano koncentracijo kalcija. Meritev potenciala vsake raztopine ponovimo dvakrat in 
vzamemo povprečje meritev za posamezno raztopino, da pridobimo povprečje ter s tem 
zmanjšamo možnost napake. V excelu oblikujemo umeritveno krivuljo s pomočjo 
koncentracij standardnih raztopin in pripadajočih izmerjenih potencialov. Krivuljo skupaj 
z izmerjenim potencialom raztopine neznane koncentracije uporabimo za določitev 
koncentracije kalcijevih ionov v raztopini[29]. 
3.3.2 Način priprave vzorca 
Vzorec, ki ga uporabimo pri Ca-ISE za določanje kalcijevih ionov, mora ustrezati 
določenim zahtevam. Pripraviti moramo raztopino vzorca, ki ne sme vsebovati organskih 
spojin, ki bi lahko raztopile membrano. Temperatura standardnih raztopin in vzorca se 
mora približno ujemati in ne sme presegati 40° C. Delovno območje pH-vrednosti Ca-
ISE je 3–10, lahko ga uravnamo z NaOH ali HCl. Pri meritvah vzorec ne sme vsebovati 
interferenc, ki bi lahko povzročile motnje in natančnost merjenja[30].  
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Priprava vzorca oziroma priprava raztopine z neznano koncentracijo Ca2+ za meritev s 
Ca-ISE je v tem primeru preprosta. Kalcijevo prehransko dopolnilo (tableta), ki ima kalcij 
v obliki CaCO3, zdrobimo na manjše delce, prenesemo v bučko in dodamo enako količino 
KCl, kot smo ga dodali v standardne raztopine. Z deionizirano vodo dopolnimo do oznake 
in premešamo[29]. 
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3.4 Atomska absorpcijska spektroskopija 
 
AAS je eno izmed področij atomske spektroskopije, ki temelji na Beer-Lambertovem 
zakonu. Zakon opisuje zvezo med absorpcijo vpadne svetlobe določene valovne dolžine 
v raztopini in prehajanjem prepuščene svetlobe iz nje. Definiran je z enačbo 
𝑙𝑜𝑔
1
𝑇
= 𝑙𝑜𝑔
𝐼0
𝐼
= 𝜀𝑙𝑐 = 𝐴,        (3) 
kjer je T prepustnost, 𝐼0 intenziteta vpadnega žarka, I intenziteta prepuščenega žarka, ε 
molarna absorbanca, l dolžina optične poti, c množinska koncentracija in A 
absorbanca[31][32].  
AAS se uporablja za kvalitativno in kvantitativno določanje kemijskih elementov, z 
metodo lahko natančno določimo večino kovin s koncentracijo v vzorcu 10 mg L-1 in 
manj[31][16]. AAS ima več področij uporabe v kemiji. Najpogosteje je v uporabi pri 
kliničnih analizah bioloških tekočin, okoljskih analizah določanja elementov v vodah, v 
farmaciji, industriji, kjer določajo prisotnost elementov v raznih vzorcih, ter miniranju[33]. 
AAS je pogosto uporabljena metoda v spektroskopiji iz več razlogov. Občutljivost AAS 
je reda velikosti med 10-6 do 10-9. Z metodo lahko hitro in relativno enostavno izvedemo 
analizo, je dostopna in hkrati zahteva zmerne stroške. Za AAS so značilne tudi visoka 
selektivnost, občutljivost, ponovljivost in pravilnost. Pri FAAS sta največji prednosti 
enakomeren in stabilen signal. Občutljivost je odvisna od molarne absorbance snovi, višja 
kot je molarna absorbanca, občutljivejša je meritev. Pri snoveh, ki imajo visoko vrednost 
molarne absorbance, potrebujemo nižje koncentracije, zato pripravimo razredčitve v 
ustreznem območju merjenja ter to upoštevamo pri rezultatih analize. Za analizo so 
potrebne relativno velike količine vzorca. AAS je destruktivna metoda, vzorec v plamenu 
razpršimo. Zadrževalni čas analita v plamenu je kratek, kar privede do povečanja 
možnosti za nepopolno atomizacijo. Natančnost metode je definirana v območju od 2 do 
10 %[12][31][32][34].  
Merjena količina pri AAS je absorbanca. Absorbanca je logaritem razmerja intenzitete 
vpadnega žarka in prepuščenega žarka. Atomi v osnovnem stanju absorbirajo svetlobo 
določene valovne dolžine in ob tem preidejo v vzbujeno stanje. Posledica absorpcije 
atomov v osnovnem stanju je zmanjšanje intenzivnosti vpadne svetlobe skozi absorpcijski 
medij. Absorbanca je sorazmerna koncentraciji atomov v osnovnem stanju[31][32].  
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AAS je enoelementna metoda, s katero pri izvedeni meritvi določimo posamezni element. 
Predhodno je potrebna atomizacija le-tega z izbranim virom energije[35].  
Metode AAS se ločijo po načinu atomizacije. Izvedemo jo elektrotermično z grafitno 
pečico (kiveta, cevka) ali s plamenom. Atomizacija je proces razprševanja analitov v 
plinasto in atomarno stanje[35]. Za atomizacijo analita s plamenom raztopino vzorca 
razpršimo v plamen. Sledi proces desolvacije (odparevanje topila in nastanek aerosolov), 
volatilizacije (tvorba plinastih molekul) in disociacije (tvorba atomov iz molekul). 
Atomizacija je pri AAS kritičen korak, ki močno vpliva na natančnost metode[36].  
Temperatura vpliva na stopnjo atomizacije in tudi na razmerje vzbujenih in nevzbujenih 
atomov. To razmerje natančno definira Boltzmanova zveza: 
 𝑁∗ = 𝑁0
𝑔∗
𝑔0
𝑒−
∆𝐸
𝑘𝑇        (4) 
    
Število atomov v vzbujenem stanju 𝑁∗ je odvisno od temperature T. 
𝑁0 je število atomov v osnovnem stanju, 𝑔
∗ in 𝑔0 statistična faktorja kvantnih stanj, ∆E 
sprememba energije in k Boltzmanova konstanta, ki znaša 1,38 × 10−23
𝐽
𝐾
 [31][35][36]. 
Poleg atomizacije je posledica visoke temperature tudi ionizacija atomov, v plamenu je 
vzpostavljeno dinamično ravnotežje: 
𝑀∗ ↔  𝑀+ + 𝑒−                    (5) 
𝐾 =
[𝑀+]∙[𝑒−]
[𝑀∗]
,         (6) 
kjer je K ravnotežna konstanta sistema. Zaradi vzpostavljenega dinamičnega ravnotežja 
se poleg atomov v plinski fazi nahajajo še ioni in prosti elektroni. Smer ravnotežja je 
odvisna od temperature, koncentracije atomov M* in celokupne koncentracije elektronov, 
ki pa je odvisna od ionizacije vseh prisotnih delcev v plamenu[35].  
Instrument AAS sestavljajo naslednje komponente: 
1.  Vir energije 
Kot vir svetlobe pri AAS uporabljamo žarnico z votlo katodo, ki predstavlja odlično 
izbiro za večino elementov. Vir svetlobe emitira spekter za vzbujanje atomov, značilen 
za element, iz katerega je izdelana žarnica. Sestavljena je iz volframove anode in katode, 
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ki je zaprta v stekleno cev. Ta je napolnjena z argonom ali neonom pod tlakom med 1 do 
5 torr. Ionizacija inertnega plina poteče pri potencialni razliki elektrod velikosti 300 V. 
Pri tem se ustvari električni tok med 5 do 15 mA[36].  
2. Atomizer  
V atomizerju oz. absorpcijski celici poteče atomizacija s plamenom ali elektrotermično z 
grafitno pečico. Temperatura pomembno vpliva na absorbanco, s konstantno temperaturo 
ohranjamo stabilno sestavo plamena.  
V tabeli so prikazane kombinacije različnih plinov, s katerimi dosežemo željene 
temperature[36]. 
Tabela 2: Lastnosti plamena[36] 
Gorivo Oksidant Temperatura [° C] 
zemeljski plin zrak 1700–1900 
zemeljski plin kisik 2700–2800 
vodik zrak 2000–2100 
vodik kisik 2550–2700 
acetilen zrak 2100–2400 
acetilen kisik 3050–3150 
acetilen didušikov oksid 2600–2800 
 
 
  
Slika 3.4: Struktura plamena[37] 
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Kot je prikazano na sliki 3.4, so pomembni deli plamena primarna izgorevalna cona, 
notranja cona plamena in sekundarna izgorevalna cona. Notranja cona plamena lahko pri 
uporabi kombinacije acetilen-kisik ali acetilen-diduškov oksid doseže višino nekaj 
centimetrov in je najbolj uporabljen del plamena v spektroskopiji[36]. 
3.  Monokromator, ki razprši svetlobo določene valovne dolžine. Motnje, ki jih 
povzroči plamen, npr. emisije svetlobe valovne dolžine izven obsega 
monokromatorja, ta sam tudi odstrani.  Sestavljen je iz vhodne in izhodne reže, 
optične rešetke in zrcala[13]. 
4. Detektor, ki meri intenziteto svetlobe skozi vzorec in pri tem pretvori svetlobno 
energijo v električni signal[13].  
5. Instrument za zapis signala. Računalnik je povezan s instrumentom za AAS in s 
pomočjo računalniškega programa meritve svetlobe pretvori v dejansko 
koncentracijo analita v vzorcu[13][38]. 
 
Slika 3.5: Shema instrumenta za AAS[39] 
3.4.1 Postopek določanja kalcija z AAS 
Kalcij v prehranskih dopolnilih s FAAS analiziramo pri nastavljeni valovni dolžini 422,7 
nm, odprtosti reže 0,5 nm in ob pretoku zraka in acetilena. Za analizo potrebujemo 
kalcijeve standardne raztopine v ustreznem koncentracijskem območju in pripravljen 
vzorec[40]. Instrument za AAS zahteva za analizo vzorec v tekočem agregatnem stanju, 
zato za analizo pripravimo raztopino vzorca. Standardne raztopine pripravimo z 
ustreznim razredčevanjem osnovne standardne raztopine, ki jo pripravimo z 
raztapljanjem CaCO3 v bučki, ob dodatku HCl ter dopolnitvi do oznake z deionizirano 
vodo.  Standardnim raztopinam pomerimo absorbanco. Na podlagi pridobljenih podatkov 
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skonstruiramo umeritveno krivuljo. Kot zadnje izmerimo absorbanco vzorca, 
koncentracijo analita pa dobimo direktno iz umeritvene krivulje[13][29]. 
3.4.2 Način priprave vzorca 
Za pripravo vzorca za analizo, kjer imamo kalcij v prehranskem dopolnilu v obliki 
CaCO3, prehransko dopolnilo najprej v terilnici s pestilom razdrobimo na manjše delce, 
da pospešimo proces raztapljanja. Vzorec prenesemo v bučko in dodamo HCl, da 
raztopimo netopne delce in s tem poskrbimo, da je ves vzorec raztopljen. Dodamo del 
deionizirane vode, premešamo in raztopino filtriramo, pri čemer uporabimo lij, filtrirni 
papir in čašo. AAS zahteva bister vzorec, s filtriranjem odstranimo  netopne delce iz 
filma, s katerim je prehransko dopolnilo prevlečeno. Po filtriranju filtrat prenesemo v 
bučko. Deionizirano vodo dodamo do oznake in raztopino dobro premešamo[29][41].  
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4 Primerjava metod 
4.1 Primerjava načinov priprave vzorcev  
 
Določanje kalcija v prehranskih dopolnilih z analiznimi metodami zahteva pripravo 
vzorca, ki ga lahko nato uporabimo pri samem določanju. Priprava vzorca za določanje z 
AAS, Ca-ISE, kompleksometrično titracijo in gravimetrijo se med seboj razlikujejo, 
hkrati pa lahko med nekaterimi pripravami najdemo kar nekaj skupnih značilnosti.  
Pri metodah AAS, Ca-ISE ter kompleksometrični titraciji je v prehranskem dopolnilu 
kalcij v obliki CaCO3,  medtem ko pri gravimetriji ni znanega podatka, v kakšni obliki se 
nahaja kalcij. Metode AAS, Ca-ISE in kompleksometrična titracija za analizo zahtevajo 
pripravljeno raztopino vzorca. Pri gravimetriji raztopino vzorca oborimo in pri nadaljnji 
analizi uporabljamo oborino.  
Prvi korak je priprava raztopine vzorca. Skupno vsem je, da prehransko dopolnilo v 
terilnici razdrobimo na manjše delce, ki omogočijo hitrejši proces raztapljanja.  
Najpreprostejši način priprave vzorca zahteva Ca-ISE, kjer razdrobljen vzorec v ustrezno 
natehtani količini prenesemo v bučko. Sledi dodatek enakega volumna KCl kot 
standardnim raztopinam in dopolnitev do oznake z deionizirano vodo.  
Pri AAS vzorec prenesemo v bučko, dodamo HCl, s čimer raztopimo celoten vzorec v 
bučki. Dodatek HCl je skupen tudi pri gravimetriji in kompleksometrični titraciji. 
Pripravo raztopine nadaljujemo z dodatkom dela deionizirane vode ter filtriranjem. Filtrat 
prenesemo iz čaše v bučko in dopolnimo z deionizirano vodo.  
Pri pripravi raztopine vzorca za določanje s kompleksometrično titracijo je pred 
dodatkom HCl potrebno predhodno sušenje vzorca in ohlajanje v eksikatorju. Ohlajen 
vzorec prenesemo v čašo, dodamo destilirano vodo, HCl, pokrijemo z urnim steklom in 
segrevamo. Dodatek kisline ponovimo, v kolikor se vzorec ni raztopil v celoti. Raztopino 
prenesemo v bučko ter dopolnimo do oznake z destilirano vodo. Po zavretju odstavimo, 
dodamo indikator metil rdeče za kasnejšo titracijo in ponovno zavremo. 
Pripravi raztopine vzorca za določanje z gravimetrijo je s kompleksometrično titracijo 
skupno segrevanje vzorca v čaši skupaj s HCl in prečiščeno vodo. Preden vzorec 
prenesemo v čašo, ga predhodno stehtamo v suhi tehtalni posodi s silikagelom.   
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4.2 Primerjava analiznih metod 
 
Odločitev za izbiro analizne metode oblikujemo na podlagi lastnosti, ki jih posamezna 
metoda ponuja, odvisno od primernosti področja uporabe, analitov, natančnosti, 
občutljivosti, selektivnosti, destruktivnosti, hitrosti, cene in inovativnosti.  
4.2.1 Področje uporabe 
Metode AAS, Ca-ISE in kompeksometrična titracija so uporabne pri klinični diagnostiki 
bioloških tekočin, skupaj z gravimetrijo so pogosto v uporabi za okoljski monitoring in v 
industrijskih procesih. Gravimetrija je metoda, s katero izvajajo kalibracijo instrumentov. 
EDTA je v uporabi tudi v farmaciji in analizni biokemiji.  
4.2.2 Analiti 
Vse metode, AAS, ISE, kompleksometrična titracija in gravimetrija, so primerne za 
kvantitativno določanje analitov v vzorcu. AAS se uporablja za določanje kovin in 
polkovin, pri čemer merimo absorbanco atoma v osnovnem stanju. S kompleksometrično 
titracijo določamo kovinske ione, največkrat so to kovinski kationi. Pri ISE poleg 
pozitivno nabitih merimo tudi elektrodni potencial negativno nabitih ionov. Z 
gravimetrijo v vzorcu določamo maso glavnih komponent, ki imajo prevladujoč ionski 
značaj.  
4.2.3 Natančnost 
Natančnost metode AAS se giblje v območju od 2 do 10 %, ISE pri 1 %, s 
kompleksometrično titracijo pa lahko pri delu dosežemo od 1 do 0,1 % natančnost. 
Gravimetrijo, ki je starejša analizna metoda, zaradi visoke natančnosti, 0,1 %, 
uporabljamo tudi za kalibracijo instrumentov drugih metod.  
4.2.4 Občutljivost 
Z AAS lahko izvajamo meritve v območju 10-6 do 10-9 mol/L in hkrati med primerjanimi 
metodami omogoča merjenje vzorcev z najnižjimi koncentracijami. Sledi ISE, kjer lahko 
merimo v območju reda velikosti od 10-1 do 5 × 10-4 mol/L, sledi kompleksometrična 
titracija, kjer meritve izvajamo v območju med 10-1 do 10-4 mol/L, ter gravimetrija z 
območjem merjenja koncentracij 10-1 do 10-2 mol/L.  
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4.2.5 Selektivnost 
Visoko selektivnost, na katero nimamo vpliva, imata metodi AAS in določanje z ISE. 
Srednjo selektivnost pri gravimetriji in kompleksometrični titraciji lahko z določenimi 
parametri uravnamo.   
Selektivnost pri AAS določa vir energije, žarnica, ki emitira spekter svetlobe, značilen za 
element, iz katerega je žarnica izdelana. Pri ISE selektivnost omogoča indikatorska 
elektroda s svojo membrano, ki prepušča samo specifičen ion. 
Pri kompleksometrični titraciji kot titrirni reagent uporabimo EDTA, ki ni selektiven 
reagent, saj ob dodatku lahko ne reagira samo z analitom, ki ga določamo. V takih 
primerih na selektivnost vplivamo z izbiro indikatorja in uravnavanjem pH-vrednosti 
raztopine. Pri gravimetrični analizi na stopnjo selektivnosti vplivamo z izbiro obarjalnega 
reagenta.   
4.2.6 Destruktivnost 
Izmed štirih primerjanih metod je samo ISE nedestruktivna. Pri analizi ne porabimo 
vzorca in ga hkrati ne kontaminiramo. Ostale metode, AAS, kompleksometrična titracija 
in gravimetrija, so destruktivne.  
4.2.7 Hitrost 
AAS in ISE zagotavljata hitro pridobitev rezultatov pri analizi in analizo večjega števila 
vzorcev na časovno enoto, približna ocena je 60 vzorcev na uro. Kompleksometrična 
titracija je srednje hitra metoda, medtem ko je gravimetrija zaradi vseh postopkov, ki jih 
analiza zahteva, počasna metoda. Postopek gravimetrične analize vključuje vse od 
obarjanja, filtracije, sušenja in tehtanja. Na podlagi tega je število analiziranih vzorcev na 
časovno enoto veliko manjše kot pri kompleksometrični titraciji, ISE in AAS.  
4.2.8 Cene 
Gravimetrične analize, kompleksometrične titracije in ISE ne zahtevajo večjega 
finančnega vložka za instrumente, ki jih potrebujemo pri delu, v primerjavi z 
instrumentom pri AAS. Kljub temu upoštevamo kratko življenjsko dobo ISE, ki je okoli 
tri mesece in je posledica krhkosti elektrod ter občutljivosti membran, kar privede k 
pogostejši zamenjavi le-teh.  
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4.2.9 Inovativnost 
Razvoj instrumentalnih metod se usmerja v avtomatizacijo. Avtomatizacija je neprimerna 
izbira za gravimetrijo, kjer postopek analize vključuje proces obarjanja, filtracije, sušenja 
in tehtanja. Kompleksometrično titracijo bi zlahka avtomatizirali, avtomatizirane titracije 
so že razširjene v industrijskem okolju, kjer so potrebne kontinuirane kontrole pri 
procesu. 
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5 Zaključek  
Namen diplomske naloge je bil pregled metod, ki jih uporabimo za določanje kalcija v 
prehranskih dopolnilih, in primerjava njihovih lastnosti. Pregledala sem tudi načine 
priprave vzorcev za posamezno metodo ter pri njih definirala skupne značilnosti in razlike 
med pripravo vzorca.  
Kalcij je makroelement, ki ima pomembno vlogo v človeškem telesu. Zagotavlja trdnost 
kostem in zobem ter je ključen pri delovanju mišic, celični signalizaciji in sekreciji 
hormonov. Metabolizem kalcija v večji meri regulira paratiroidni hormon z endokrinim 
sistemom vitamina D. Pomanjkanje kalcija je lahko vzrok za zmanjšanje kostne gostote, 
ki lahko vodi k osteoporozi in kostnim frakcijam. Ustrezno preskrbo z mineralom 
zagotovimo z živili, bogatimi s kalcijem, ter prehranskimi dopolnili.  
Kalcij v prehranskih dopolnilih določamo s kvantitativnimi analiznimi metodami, kot so 
AAS, ISE, volumetrija – kompleksometrično določanje ter gravimetrija. Na voljo so tudi 
druge metode, kot npr. AES, ICP/MS, IC in ET/AAS, a so z vidika koncentracije analita 
– kalcija, ki je v prehranskih dopolnilih višja, manj primerne.   
Pred analizo je potrebna ustrezna predpriprava vzorca. Pri AAS, ISE in 
kompleksometrični titraciji pripravimo raztopino vzorca, ustrezno redčimo in določimo 
koncentracijo kalcija v vzorcu. Pri gravimetriji pripravljeno raztopino vzorca oborimo ter 
z oborino postopamo v nadaljnjih postopkih gravimetrične analize.  
Pripravo raztopine vzorca pri vseh metodah začnemo z drobljenjem prehranskega 
dopolnila. Prehransko dopolnilo, kjer je kalcij v obliki CaCO3, smo imeli pri AAS, ISE in 
kompleksometrični titraciji, pri gravimetriji ni znanega podatka, v kakšni obliki se nahaja 
vzorec. Dodatek HCl je skupen pri raztopini vzorca AAS, gravimetriji in 
kompleksometrični titraciji. Pri Ca-ISE, kjer je priprava raztopine vzorca najpreprostejša, 
dodamo KCl. Raztopina vzorca AAS pred določitvijo analita zahteva še filtriranje. 
Segrevanje raztopine vzorca je skupno kompleksometrični titraciji in gravimetriji. 
Raztopini vzorca pri kompleksometrični titraciji pred ponovnim segrevanjem dodamo 
indikator. Pri gravimetriji je pomembno tehtanje vzorca v suhi tehtalni posodi s 
silikagelom.  
S primerjavo lastnosti metod, ki jih uporabimo za določanje kalcija v prehranskih 
dopolnilih, ugotovimo, da je metoda AAS z največjo občutljivostjo, določanje 
koncentracij reda velikosti 10-6 do 10-9 mol/L, je visoko selektivna in omogoča hitro 
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analizo. Po drugi strani ta metoda zagotavlja natančnost le v območju med 2 in 10 %, je 
destruktivna in med vsemi štirimi metodami zahteva največji finančni vložek.  
ISE je metoda, s katero pri določanju dosežemo večjo natančnost kot pri AAS, določamo 
pa lahko koncentracije med 10-1 in 5 × 10-4 mol/L. Po selektivnosti in hitrosti analize jo 
lahko primerjamo z AAS, z razliko, da je ISE nedestruktivna metoda in prinaša nižje 
stroške kot AAS.  
S kompleksometrično titracijo dosegamo večjo natančnost kot pri AAS in ISE, od 1 do 
0,1 %. Omogoča srednje hitro določanje koncentracij reda velikosti 10-1 do 5×10-4 mol/L. 
Tako kot AAS je tudi kompleksometrična titracija destruktivna metoda, vendar cenovno 
veliko ugodnejša metoda. Ima srednjo selektivnost, na katero lahko vplivamo z izbiro 
indikatorja ter pH-vrednosti raztopine.  
Gravimetrija med vsemi metodami zagotavlja najvišjo natančnost, do 0,1 %, pri tem 
merimo koncentracije v območju 10-1 do 10-2. Stopnjo selektivnosti gravimetrije, ki jo 
uravnavamo z izbiro obarjalnega reagenta, in cenovni rang lahko primerjamo s 
kompleksometrično titracijo. Gravimetrija je ravno tako kot AAS in kompleksometrična 
titracija destruktivna metoda.  
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